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Abstract – Background. For decades the microscopic exami-
nation of sample Gram stain has been one of the basic dia-
gnostic procedures in the microbiology laboratory. Still opini-
ons about usefulness of sputum and endotracheal aspirate
Gram stains in initial management of patients with lower
respiratory tract infections differ. We were interested in the
value of sputum and endotracheal aspirate Gram stain in a
nonselected group of patients.

Material and methods. During 7 months period we examined
1739 sputum samples and 88 endotracheal aspirates. The sam-
ples were evaluated for quality by determining the amount of
squamous cells and leukocytes. We compared the Gram stain
examination to culture results.

Results. Due to poor quality we rejected 48% of sputum sam-
ples. The sensitivity of Gram stain for Streptococcus pneumo-
niae, Haemophilus sp. and Moraxella catarrhalis was 61%, 74%
and 73%, respectively. Predominance of one typical bacterial
morphotype (eg. Gram positive lancet-shaped diplococci) cor-
related perfectly with culture.

Conclusions. Examination of sputum and endotracheal aspi-
rate Gram stain is useful procedure in patient management
and in bacteriological culture evaluation.

Ključne besede: sputum; endotrahealni aspirat; razmaz,
obarvan po Gramu; okužbe spodnjih dihal

Izvleček – Izhodišča. Čeprav je mikroskopski pregled obarva-
nih razmazov kužnin v mikrobioloških laboratorijih že deset-
letja eden osnovnih diagnostičnih testov, so mnenja o uporab-
nosti razmaza respiratornih kužnin pri začetni obravnavi
bolnikov z okužbami spodnjih dihal še vedno deljena. Zani-
mala nas je povednost mikroskopskega pregleda sputuma in
endotrahealnega aspirata pri neselekcionirani skupini bolni-
kov.

Material in metode. V sedemmesečnem obdobju smo pregleda-
li 1739 sputumov in 88 aspiratov traheje. Vsem kužninam
smo določili ustreznost za nadaljnjo kultivacijo glede na vseb-
nost celic ploščatega epitela in polimorfonuklearnih levkoci-
tov. Izvide mikroskopskega pregleda razmazov, obarvanih po
Gramu, smo primerjali s kulturo kužnin.

Rezultati. Zaradi neustreznosti smo zavrnili 48% sputumov.
Ugotovili smo, da je občutljivost razmaza za Streptococcus
pneumoniae 61%, za Haemophilus sp. 74% in za Moraxello
catarrhalis 73%. Kadar so v razmazu prevladovale tipične obli-
ke bakterij (npr. po Gramu pozitivni lancetni diplokoki), sta
se kultura in izvid razmaza vedno ujemala.

Zaključki. Mikroskopski pregled razmaza sputuma in endo-
trahealnega aspirata, obarvanih po Gramu, je uporabna in
potrebna preiskava.

Uvod
Barvanje po Gramu lahko uporabimo tako pri bakterijskih
kulturah kot tudi za neposredno barvanje kužnin. Že desetlet-
ja je mikroskopski pregled obarvanih razmazov kužnin eden
osnovnih diagnostičnih testov v kliničnih mikrobioloških la-
boratorijih (1, 2). Mikrobiolog lahko posreduje zdravniku pr-
ve izsledke mikroskopskega pregleda že 20 minut po preje-
mu kužnine. Pregled razmazov sputumov, obarvanih po Gra-
mu, in njihovo kulturo pogosto uporabljamo za diagnozo in
zdravljenje okužb spodnjih dihalnih poti (3, 4). Kadar pregledu-
jemo normalno sterilne vzorce (kri, likvor, plevralni izliv itd.),
izsleditev bakterij navadno ni težavna, razen kadar je inoku-
lum bakterij manjši od ločljivosti razmaza, obarvanega po Gra-

mu. Pregledovanje kužnin, v katerih so bakterije normalno
prisotne (sputum, bris kože ali žrela itd.), zahteva veliko več
izkušenj. Sputum navadno sestavljajo vnetni eksudat iz spod-
njih dihalnih poti, slina in drug material, pridobljen pri preho-
du kužnine skozi žrelo in usta (npr. hrana). Zaradi tega so v
sputumu poleg potencialno patogenih bakterij iz spodnjih di-
hal (Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae, Mo-
raxella catarrhalis, Staphylococcus aureus, enterobakterije)
tudi bakterije iz zgornjih dihalnih poti. Mnenja o uporabnosti
razmaza sputuma in endotrahealnega aspirata (EA) pri začet-
nem zdravljenju bolnikov s pljučnico, pridobljeno v doma-
čem okolju, so še vedno deljena (5–8). Rezultati raziskav so
pokazali omejeno občutljivost, vendar je pri diagnostiki pnev-
mokokne pljučnice specifičnost običajno > 80% (9–11). Pri
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obravnavi bolnikov s kronično obstruktivno pljučno bolezni-
jo (KOPB) s sumom na pljučnico je diagnostična vrednost
mikrobioloških in mikroskopskih preiskav po mnenju neka-
terih avtorjev vprašljiva. Pri teh bolnikih so dihalne poti pogo-
sto kolonizirane z bakterijami, ki so najpogostejši povzročite-
lji pljučnic, pridobljenih v domačem okolju (12). Vendar je
primerjava kulture sputuma in vzorcev, pridobljenih z zašči-
teno krtačko, pokazala, da so le pri 5% bolnikov s stabilno
KOPB porasle potencialno patogene bakterije v koncentraci-
ji > 105 CFU/ml. Če uporabimo kvantitativno kulturo izmečka,
so tudi pri bolnikih s KOPB lažno pozitivni rezultati redki (12).
V Laboratoriju za respiratorno bakteriologijo Kliničnega od-
delka za pljučne bolezni in alergijo Golnik rutinsko pregledu-
jemo razmaze vseh respiratornih kužnin, obarvane po Gra-
mu. Ker nas je zanimala povednost mikroskopskega pregleda
sputumov in EA pri neselekcionirani populaciji bolnikov, smo
pregledali naše rezultate za obdobje 7 mesecev (oktober 2000
–april 2001). Rezultate mikroskopskega pregleda razmazov,
obarvanih po Gramu, smo primerjali z rezultati kvantitativne
kulture sputumov in EA, ki jo uporabljamo v našem laborato-
riju.

Material in metode
Pregledali smo 1739 sputumov ter 88 EA bolnikov, ki so bili
sprejeti v našo bolnišnico zaradi različnih bolezni dihal (pljuč-
nica, akutno poslabšanje KOPB, poslabšanje astme itd.). Upo-
števali smo samo EA, odvzete pri intubiranih bolnikih, hospi-
taliziranih na Oddelku za intenzivno nego in terapijo. Kadar
smo v enem dnevu dobili dva vzorca sputuma istega bolnika,
smo kakovostno slabšega zavrnili. Pri vseh vzorcih smo naj-
prej ocenili makroskopsko gnojnost in jo označili z 0 (ni gnoj-
nih delcev), +/-, +, ++, +++ (po laboratorijskem protokolu gle-
de na količino prisotnega gnoja). Iz gnojnega dela sputuma
smo naredili razmaz, ki smo ga pobarvali po Gramu po stan-
dardnem protokolu. Ustreznost vzorcev smo ugotavljali pri
majhni povečavi (100-krat). Kontaminacijo z izločki zgornjih
dihal nam kaže prisotnost celic ploščatega epitela, gnojnost
pa ugotavljamo s prisotnostjo polimorfonuklearnih levkoci-
tov. Vse sputume, ki so vsebovali več kot 10 celic ploščatega
epitela, smo zavrnili in jih nismo obdelovali naprej. O zavrnit-
vi smo obvestili pristojnega zdravnika. Za določitev ustrezno-
sti EA smo uporabili iste kriterije, vendar neustreznih vzorcev
nismo zavrnili. Ustrezne vzorce smo nato pregledali pod mi-
kroskopom z oljno imerzijo (1000-kratna povečava) in oceni-
li obliko in gostoto prisotnih bakterij. Gostoto posameznih
oblik bakterij smo ocenili po modificirani shemi Guckiana in
Christensena (13). Ustrezne sputume in EA smo nato homo-
genizirali z N-acetil L-cisteinom, redčili in cepili na obogateni
krvni agar s 5% ovčje krvi (KA), čokoladni (ČA) in MacConkey
agar (MCA), EA pa dodatno še v tioglikolatni bujon. Plošče KA
in ČA smo inkubirali aerobno z dodatkom 5% CO

2
, MCA pa

aerobno pri 37°C.
 
Porasle bakterije smo identificirali s stan-

dardnimi postopki.

Rezultati
Od 1739 prejetih sputumov smo zaradi neustreznosti zavrnili
829 vzorcev (48%). Med 83 EA smo pri osmih (11%) ugotovili
več kot deset celic ploščatega epitela v vidnem polju pri majh-
ni povečavi. V nobenem od teh neustreznih EA nismo izolirali
potencialno patogenih bakterij. Pri mikroskopskem pregle-
du smo v 52 vzorcih sputumov in EA videli po Gramu pozitiv-
ne lancetne diplokoke, kar je kazalo na prisotnost S. pneumo-
niae. Pnevmokoki so dejansko porasli iz 54 vzorcev, od kate-
rih smo v 21 razmazih, obarvanih po Gramu, videli po Gramu
pozitivne koke in ne diplokoke. Občutljivost razmaza za pnev-
mokoke je bila 61%, specifičnost pa 98% (tab. 1). Kadar so v

razmazu prevladovali po Gramu pozitivni diplokoki, je bilo
ujemanje s kulturo popolno. Nekoliko večja občutljivost (74%)
je bila v primeru bakterij H. influenzae in H. parainfluenzae
(tab. 2). Število izolatov M. catarrhalis je bilo manjše kot pri
pnevmokokih in hemofilusih. Izolirali smo 26 sevov M. cata-
rrhalis, od katerih smo že v 19 razmazih, obarvanih po Gra-
mu, videli značilne po Gramu negativne diplokoke. Občutlji-
vost razmaza je bila 73%, specifičnost pa 99% (tab. 3). Pri vseh
treh omenjenih bakterijah je bila pozitivna napovedna vre-
dnost razmaza 63–80%, medtem ko je bila negativna napove-
dna vrednost zelo visoka (96–99%).

Tab. 1. Rezultati pregleda razmaza, obarvanega po Gramu,
in kulture sputumov in EA v primeru S. pneumoniae.

Tab. 1. Results of Gram stain and culture of sputum and EA in
case of S. pneumoniae.

Razmaz + Razmaz –
Gram stain + Gram stain –

Kultura + / Culture + 33 21
Kultura – / Culture – 19 912

Tab. 2. Rezultati pregleda razmaza, obarvanega po Gramu,
in kulture sputumov in EA v primeru H. influenzae.

Tab. 2. Results of Gram stain and culture of sputum and EA in
case of H. influenzae.

Razmaz + Razmaz –
Gram stain + Gram stain –

Kultura + / Culture + 93 32
Kultura – / Culture – 23 837

Tab. 3. Rezultati pregleda razmaza, obarvanega po Gramu,
in kulture sputumov in EA v primeru M. catarrhalis.

Tab. 3. Results of Gram stain and culture of sputum and EA in
case of M. catarrhalis.

Razmaz + Razmaz –
Gram stain + Gram stain –

Kultura + / Culture + 19 7
Kultura – / Culture – 8 951

Tab. 4. Diagnostična vrednost razmaza sputumov in EA, obar-
vanih po Gramu.

Tab. 4. Diagnostic value of sputum and EA Gram stain.

S. Haemophilus M.
pneumoniae sp. catarrhalis

Občutljivost (%) / Sensitivity (%) 61 74 73
Specifičnost (%) / Specificity (%) 98 97 99
PNV (%) / PPV (%) 63 80 70
NNV (%) / NPV (%) 98 96 99

PNV – pozitivna napovedna vrednost, NNV – negativna napovedna vrednost
PPV – positive predictive value, NPV – negative predictive value

Razpravljanje
Sputum je najpogostejša kužnina iz dihalnih poti, ki pride v
mikrobiološki laboratorij za obdelavo. Od vseh respiratornih
kužnin je tudi najbolj zahtevna za interpretacijo. Že dolgo je
razmaz sputuma, obarvan po Gramu, zdravnikom v pomoč
pri izbiri začetne antibiotične terapije bolnikov z bakterijsko
pljučnico (5).
Če želimo pravilno vrednotiti rezultate kultur sputuma in EA,
moramo oceniti ustreznost teh vzorcev. Vzorci, ki vsebujejo
več kot deset celic ploščatega epitela, niso iz spodnjih dihal-
nih poti, zato menimo, da je sporočanje rezultatov kulture ta-
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kih neustreznih vzorcev zavajajoče in ekonomsko neupravi-
čeno. To ugotavljajo tudi nekateri tuji avtorji (16). Trenutno ni
standardiziranih kriterijev za oceno ustreznosti in za zavrni-
tev sputumov in EA, kar pa ne bi smelo biti razlog za neupora-
bo le-teh. V strokovni literaturi najdemo več različic teh krite-
rijev (5, 17–21). Kljub njihovi različnosti pa priporočajo na-
daljnjo mikrobiološko diagnostiko le pri ustreznih vzorcih,
neustrezne vzorce pa je treba zavrniti in o tem obvestiti pri-
stojnega zdravnika. V našem laboratoriju upoštevamo najpo-
gosteje uporabljan kriterij za ustreznost sputumov in EA, in
sicer manj kot deset celic ploščatega epitela in več kot 25 poli-
morfonuklearnih levkocitov v vidnem polju pri 100-kratni po-
večavi (pregledamo najmanj 20 vidnih polj) (16). V 7-meseč-
nem obdobju smo na podlagi tega kriterija zavrnili 48% spu-
tumov. Čeprav se naši rezultati skladajo z izkušnjami tujih la-
boratorijev (2), menimo, da bi bilo mogoče odstotek neustre-
znih sputumov nekoliko znižati z natančno razlago postopka
odvzema, pri mnogih bolnikih bi bila potrebna aktivna po-
moč zdravstvenega osebja. Od 83 EA le 11% ni zadostilo krite-
rijev ustreznosti, kar potrjuje, da je EA ustreznejša kužnina od
sputuma. Čeprav neustreznih EA nismo zavrnili, pa pri njiho-
vi kultivaciji nismo izolirali potencialno patogenih bakterij,
ampak le predstavnike običajne mešane flore sluznic zgor-
njih dihal (S. viridans, Neisseria sp, koagulaza negativni stafi-
lokoki), kar potrjuje naše prepričanje, da vzorci z več kot de-
setimi celicami ploščatega epitela niso iz spodnjih dihalnih
poti in zato niso primerni za kultivacijo. Podobne ugotovitve
zasledimo tudi pri tujih avtorjih (22). Zanimivo je, da večkrat
opažamo neujemanje med mnenjem klinika, da je bil vzorec
»gnojen«, in med dejansko mikroskopsko ugotovljeno gnoj-
nostjo sputuma, kar opisujejo tudi drugi avtorji (23). Videz
»gnojnosti« je lahko tudi posledica obilo delcev razpadlih ce-
lic, prisotnosti gliv, ostankov hrane ipd.
Razmaz, obarvan po Gramu, nam olajša in obenem omogoči
bolj pravilno interpretacijo kultur sputumov in EA (24). Kolo-
nije pnevmokokov je težko ali celo nemogoče ločiti od števil-
nih kolonij bakterij iz skupine S. viridans, ki so najpogostejši
predstavnik običajne mešane flore sluznic zgornjih dihal. Za-
to nam je bila prisotnost po Gramu pozitivnih diplokokov v
razmazu večkrat pomembno vodilo, brez katerega pnevmo-
kokov ne bi identificirali. Podobne izkušnje imamo tudi s he-
mofilusi, ki bi jih zgrešili, kadar jih prekrijejo kolonije entero-
bakterij oz. P. aeruginosa. B. Roson s sod. (5) opaža, da je
preiskava sputuma povišala število opredeljenih pljučnic, po-
vzročenih s H. influenzae, še posebno če upoštevamo, da je
H. influenzae bakteriemija redka.
Pri prevladovanju (> 75%) ene značilne bakterijske oblike v
razmazu je verjetnost pravilne opredelitve povzročitelja veli-
ka (5). Kadar smo v razmazu videli več kot 25 (veliko) po Gra-
mu pozitivnih diplokokov, po Gramu negativnih kokobaci-
lov ali po Gramu negativnih diplokokov v večini pregledanih
vidnih polj, se je izvid razmaza ujemal z izvidom kulture. Naj-
več odstopanj smo opazili v primerih, kadar smo tipičen mor-
fotip opazili malokrat (< 5/vidno polje) ali redko (< 1/vidno
polje). Pri taki gostoti bakterij je zelo verjetna napačna ocena
oblik bakterij. Ni pa izključena možnost, da bi z natančnejšimi
metodami (dokaz antigena, molekularna diagnostika) celo po-
trdili izvid razmaza, obarvanega po Gramu. Večje neujemanje
izvida razmaza in kulture nas lahko opozori na težave oz. na-
pake pri kultivaciji ali na zamenjavo pri označevanju vzorcev.
Kadar prevladuje v razmazu en značilen morfotip, verjame-
mo, da je ta podatek kliniku v pomoč pri odločanju o začetni
antibiotični terapiji (24), čeprav so mnenja glede tega precej
deljena (20). Gleckman s sod. (4) ugotavlja, da je razmaz, obar-
van po Gramu, zanesljivo vodilo pri izbiri začetnega zdravlje-
nja odraslih bolnikov z doma pridobljeno bakterijsko pljučni-
co, ki lahko izkašljajo ustrezen sputum in pri katerih ne gre za
polimikrobno okužbo. Podobno Rosonova s sod. (5) ugotav-
lja, da je bilo v njihovi raziskavi več kot 95% bolnikov s prevla-

do po Gramu pozitivnih diplokokov v razmazu zdravljenih
od začetka z enim antibiotikom. Kadar pri bolniku, ki ni preje-
mal antibiotikov, v ustreznem izmečku z obilico polimorfo-
nuklearnih levkocitov ne vidimo bakterij, je to lahko znak, da
gre za atipičnega povzročitelja (16).

Zaključki
Po našem mnenju je mikroskopski pregled razmaza sputuma
in EA, obarvanih po Gramu, uporabna in celo potrebna pre-
iskava zaradi več razlogov. Sputum je kužnina, ki jo bolnik
navadno lahko odda brez večjih naporov. Za interpretacijo ne
potrebujemo drage opreme in preiskava je relativno poceni.
Rezultat mikroskopskega pregleda razmaza, obarvanega po
Gramu, je lahko na voljo že 20 minut po prejemu kužnine.
Čeprav so glede njegove vloge pri obravnavi bolnika mnenja
deljena, pa je pregled razmaza vsekakor nujno potreben za
ovrednotenje ustreznosti sputuma in EA, od česar je odvisna
nadaljnja usoda vzorca. Neustrezne sputume moramo zavrni-
ti in o tem takoj obvestiti klinika. Verjetno bi bilo treba enako
ukrepati tudi pri EA (25). Če pa neustreznih EA ne zavrnemo,
je potrebna pri interpretaciji izvidov kulture posebna previ-
dnost in posvet z zdravnikom. Zaradi težavnosti in zahtevno-
sti mikroskopskega pregledovanja razmazov primarno neste-
rilnih vzorcev naj to preiskavo opravlja izkušen mikrobiolog
(1). Hiter izvid razmaza, obarvanega po Gramu, je zdravniku
lahko v pomoč pri obravnavi bolnika.
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